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( WO9745202A ) Superparamagnetic monodispersed particles, 0.1-10 mu m in size, 
comprise: (a) core based on a first polymer (P1); (b) inner magnetic layer; (c) 
covering core based on a second polymer (P2) comprising dispersed magnetic 
material, where the P2 has a lower critical solubility temperature (LCST) at 15-65 
(especially 25-50) deg. C, and (d) an outer encapsulation layer, covering the 
magnetic layer, based on a third polymer (P3) and which can interact with at least 1 
biological molecule. Also claimed are: (1 ) a method for obtaining the particles; (2) 
use of the particles in the isolation of biological molecules, and (3) a method of 
isolating the biological molecule. 

Use - The particles are used to isolate biological materials, e.g. proteins, antibodies 
and their fragments, antigens, polypeptides, enzymes, and nucleic acids and their 
fragments. 

Advantage - The particles do not depend on the changes in magnetic field, 
temperature and pH. 
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(57) Abstract 



The invention discloses superparamagnetic monodispersed particles, their method of preparation and their uses. These particles 
comprise: a core of a first polymer, an internal layer of a second polymer coating the core, and in which is distributed a magnetic material, 
and an external layer of a third polymer coating the magnetic layer, and capable of interacting with at least one biological molecule, at least 
the second polymer being heat sensitive and having a predetermined lower critical solubility temperature (LCST) of 15 to 65 °C. 



(57) Abrege- 

Particules superparamagne'tiques, monod isperses, leur proc6de* de preparation et leurs utilisations, ces particutes comprenant: un 
noyau a base d'un premier poly mere, une couche interne recouvrant le noyau, a base d'un second polymere et dans laquelle est distribud 
un matdriau magnltique, et une couche exteme, recouvrant la couche magntftique. a base d'un troisieme polymere et susceptible d'interagir 
avec au moins une molecule biologique, au moins le second polymere 6tant thermosensible et pr6sentant une temperature critique infe>ieure 
de solubility (LCST) priddterminee comprise entre 15 et 65 °C. 
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PARTICULES SUPERPARAMAGNflTIQUES ET MONODISPERSES 

La pr£sente invention concerne des particules 
superparamagnfet iques , monodisperses, leur procede de 
preparation ainsi que leurs utilisations notamment en 
5 biologie dans l'isolement de molecules biologiques. 

L'6tat de la technique r&v&le des particules 
superparamagnetiques et monodisperses. A titre 
d' illustration, les documents EP-0 106 873 et EP-o 446 260 
decrivent des particules superparamagnetiques et 

10 monodisperses comprenant un noyau poreux a base de 
copolymdre polystyrene/divinylbenzfene dans lequel sont 
incorpores des grains d f oxyde de fer magnet ique, et une 
couche externe f onctionnalisee susceptible d'interagir 
avec des sondes d 1 acides nucleiques. 

15 Selon le proc6de de preparation des particules 

decrites dans ces documents, les oxydes de fer magnetiques 
sont incorpores par precipitation des sels correspondants, 
ce qui limite la proportion de charge magnetique 
incorporee, et ne permet d'obtenir la charge magnetique 

20 qu'en une monocouche. 

Le document EP-0 585 868 dtcrit des particules 
magnetiques constitutes par un noyau a base d'un premier 
polymSre et d'une couche magnetique recouvrant le noyau 
constitute d'un second polymdre dans lequel est distribue 

25 le materiau magnetique a base de ferrite, et capable 
d'interagir avec un antigtne ou un anticorps, le materiau 
magnttique etant depose par precipitation des sels de fer. 

Le materiau magnetique incorpore est directement 
expose aux traitements ulterieurs des particules et il 

30 s'ensuit une perte de la charge au cours de 1 ■ utilisation 
des particules, ce qui peut entrainer des probltmes 
notamment d 1 inhibition enzymatique et de denaturation 
d 1 enti t6s biologiques . 

Selon 1' invention, on apporte des particules qui 

35 sont superparamagnetiques, qui ont une charge magnetique 
distribuee de maniSre trts homogene, dont la proportion 
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peut varier entre 1 a 80 %, en particulier de 25 a 80 % en 
poids par rapport au(x) polymere(s) constituant les 
particules. La presente invention permet d'atteindre des 
proportions de charge magnetique incorpor§e eievees, en 
5 particulier car le procedfe employe permet de r€partir la 
charge magnetique sous forme de multicouches . II en 
r6sulte un avantage considerable a savoir la possibility 
de s§parer efficacement de 1 ' echantillon, les particules 
de l 1 invent ion, sans avoir recours a l 1 action combinee 
10 d f une autre technique de separation, telle que la 
f loculation. 

La charge magnetique se presente sous la forme de 
nanoparticules qui sont incorporees dans les particules de 
maniSre subs tantiel lenient irreversible, c'est-a-dire sans 

15 perte par relargage, quels que soient les traitements 
ulterieurs qui leur sont appliques, notamment dans 
1 ' echantillon, & savoir ringages, variations de 
temperatures , de pH . . . 

Les proprietes des particules de 1' invention 

20 rfesultent de leur structure et composition particulieres 
et plus precisement a la presence d'un polymfere 
thermosensible constitutif au moins pour supporter le 
mater iau magnetique. 

Selon 1 "article de A. KONDO, (A. KONDO, H. KAMURA, 

25 et K. HIGASHITANI (1994) Appl . Microbiol, Biotechnol., 41, 
99-105) on connait un procede d'obtention de particules 
magnetiques, comprenant un noyau a base d'un premier 
polymdre consistant en un polystyrene et dans lequel est 
distribue un materiau magnetique, et une couche hydrophile 

3 0 recouvrant le noyau, a base d'un polym&re thermosensible 
consistant en du poly (N-isoproprylacrylamide) . Le procede 
d€crit comprend les etapes suivantes : 

selon une premiere etape pour I'obtention 
du noyau magnetique, on met en contact le materiau 

3 5 magnetique avec du styrene en presence d'un amorceur de 
polymerisation, puis 
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selon une seconde etape pour l'obtention 
de la couche hydrophile, on met en contact le noyau obtenu 
avec du N-isopropylacrylamide et de l'acide m6thacrylique, 
en presence de l'amorceur de polymerisation precedent. 
5 Sur les particules ainsi obtenues, on fixe de la 

s6rumalbumine bovine pour ensuite procfeder a l'isolement 
d^nticorps diriges contre la s6rum albumine bovine, 
presents dans un 6chantillon. 

L' inconvenient de ces particules survient a 

10 1 ' etape de leur separation : ces particules incorporent 
une faible proportion de charge magnetique et sont en 
outre de tailles tres variables, limitant considerablement 
l'efficacite d'un champ magnetique applique pour separer 
les particules. Ainsi pour assurer une separation aussi 

15 efficiente que possible de ces particules dans 
1 , echantillon f les auteurs ont recours a une 
thermof locculation selon laquelle on augmente la 
temperature de 1 • echantillon, qui intervient pour 
completer lection d'un champ magnetique. 

20 La necessite d'une technique de separation 

compiementaire resulte des particules obtenues qui 
pr6sentent les inconvenients suivants : 

- proportions de charge magnetique incorporee 

f aibles, 

25 - repartition non homogdne de la charge 

magnetique, et 

- obtention de particules non monodisperses . 

Les particules de 1 1 invention sont destinees a 
l'isolement de molecules biologiques, essent iellement par 
3 0 1 1 application d'un champ magnetique, independamment de 
toutes variations de temperature, pH, force ionique. 

Les particules superparamagnetiques et 

monodisperses de 1' invention ont une taille pred6terminee 
comprise entre 0,1 et 10 et comprennent : 
35 - un noyau a base d'un premier polymere, 
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- une couche interne dite couche magnet ique, 
recouvrant le noyau, a base d*un second polymere et dans 
laquelle est distribue un materiau magnetique, et 

une couche externe , dite couche 

5 d •encapsulation, 6ventuellement f onctionnalisfee, 

recouvrant la couche magnetique, a base d'un troisieme 
polymere et susceptible d'interagir avec au moins une 
molecule biologique, 

au moins le second polymere etant thermosensible 
10 et presentant une temperature critique inferieure de 
solubility (LCST) pr6d6terminfee comprise entre 15 et 65°C, 
et de preference entre 2 5 et 50 P C. 

Avantageusement , le second polymere est obtenu par 
polymerisation de (1) un monomSre hydrosoluble, 
15 d'acrylamide ou d'un derive d 'acrylamide, tel que le N- 
isopropylacrylamide (NIPAM) , (2) au moins un agent de 
reticulation, tel que le N, N-methyiene bisacrylamide, et 
(3) au moins un monomSre fonctionnel, cationique et 
hydrosoluble, different du monomere (1), tel que chlorure 
20 de 2-aminoethyl-methacrylate. Un second polymere pr6f6re 
est le PNIPAM [poly- (N-isopropylacrylamide) ) . 

Le premier polymere peut etre identique au second 
polymere ou different du second polymere, dans ce dernier 
cas le premier polymere sera de preference un polymere a 
25 caractere hydrophobe, et en particulier un polystyrene ou 
un polymethacrylate de methyle. 

Le troisieme polymere est un polymere compatible 
avec le second polymere et est choisi parmi les polymdres 
hydrophiles, en particulier les derives acrylamides et de 
30 preference le PNIPAM. Lorsque ce troisieme polymere est 
f onctionnalise, il porte un ou plusieurs groupes 
fonctionnels choisis parmi les fonctions carboxylique, 
aldehydique, thiol et amine. 

Un second objet de 1' invention est un procede 
35 d f obtention de particules telles que d6finies 
precedemment , qui comprend les etapes suivantes : 
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- selon une etape (a) dite etape d'obtention du 
premier polymfere, on obtient par polymerisation du ou des 
monomdres appropries, le premier polymere, 

selon une etape (b) dite etape d'obtention du 
5 second polymere, on obtient un sol du second polymere, par 
polymerisation en phase aqueuse de (1) un monomer e 
hydrosoluble r d' aery lamide ou d'un derive d 1 acrylaroide, 
(2) au moins un agent de reticulation et (3) au moins un 
monomfere fonctionnel, cation ique et hydrosoluble, 
10 different du monomere (1) , 

- selon une etape (c) dite d' adsorption du 
mat6r iau magnetique, on met en contact le materiau 
magnet ique avec les premier et second polymeres, a une 
temperature inferieure a la LCST du second polymere, 

15 - selon une etape (d) dite d'obtention de la 

couche magnetique, on porte le melange react ionnel obtenu 
selon (c) a une temperature super ieure a la LCST du second 
polymere, 

- selon une etape (e) dite d ' encapsulation, on 
20 met en contact, en phase aqueuse, le melange obtenu selon 

(d) avec le ou les monomeres appropries pour l'obtention 
par polymerisation du troisieme polymere. 

Les etapes (a) et (b) sont, selon une variante du 
procede, effectuees simultanement , en particulier mais de 
25 maniere non limitative quand le premier polymere est 
identique au second polymere. 

Pour l 1 etape (b) et eventuellement 1* etape (a) les 
reactifs de polymerisation sont de preference seiectionnes 
comme suit : 

30 - le monomere (1) est de preference choisi parmi 

les N-alkylacrylamides et les N , N-dialky lacrylamides , en 
particulier parmi le N-isopropylacrylamide, le N- 
6thylmethacry lamide , N-n-propy lacry lamide , le N-n- 
propylmethacrylamide , N-isopropylmethacry lamide , le N- 

35 cyclopropy lacry lamide, le N, N-diethy lacry lamide, le N- 
methyl-N-isopropylacry lamide , le N-methy 1-N-n- 
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propylacrylaraide, le roonom^re (1) fetant de pr6f6rence le 
N-isopropylacrylamide (NIPAM) , 

le ou les monomeres fonctionnels (3) sont 
choisis parmi les d£riv€s acryliques et mfethacryliques, le 
5 chlorure de 2-amino6thyl-m6thacrylate (AEM) , les d£riv6s 
de N-vinyl-pyridine, les derives de trialkylammonium et 
les d6riv6s de chlorure d 1 isothiouronium, et 
6 ventue 1 1 ement 

- 1" agent de rfeticulation (2) est hydrosoluble 
10 et est choisi parmi le N,N-m6thylene bisacrylamide (MBA) , 
l'fethyl&ne glycol dim€thacrylate. 

Pour l'6tape (c) , 1 1 adsorption du mat€riau 
roagnStique sur le second polymfere r§sulte d 1 interactions 
felectrostatiques entre des particules de charges opposSes. 
15 Le milieu r6actionnel pour l 1 adsorption est une phase 
aqueuse dont les param&tres force ionique et pH sont 
contr616s . 

L' invention concerne en outre les applications des 
particules d§finies ci-dessus. Ainsi les particules sont 

20 notamment utilisables pour capturer puis s^parer, dans un 
£chantillon liquide, au moins une molecule biologique, 
notamment choisie parmi les proteines, les anticorps, les 
fragments d» anticorps, les antigenes, les polypeptides, 
les enzymes, les haptenes, les acides nucl^iques et les 

25 fragments d' acides nucl^iques. La ou les molecules 
biologiques sont fixees sur les particules par adsorption 
ou par liaison covalente, directement ou indirectement , et 
dans ce dernier cas, par 1 ' interroediaire d'un ligand par 
exemple. 

30 Des exemples d 1 utilisations particulidres ' des 

particules de I 1 invention sont les suivantes : 

utilisation comme traceur apres concentration 
magnet ique sur une phase solide : 

dans ce cas, la particule est comptee aprds 
35 balayage de la surface par une pointe de microscope de 
force atomique ou apr&s observation microscopique directe, 
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ou avec une camera ; les particules magnfetiques peuvent 
fetre d6tect6es du fait de leur charge mStallique et 
mesurdes avec un magn£tomdtre ou tout systSme de type 
lecteur de carte de credit ; pour faciliter la 
5 concentration des particules sur la surface, un aimant 
permanent ou un §lectroaimant peut §tre disposfe au-dessous 
ou au-dessus de la surface utilis6e pour la detection ; la 
concentration magn6tique sera pr§f 6rentiellement effectu€e 
si I'on utilise un nombre limit§ de particules, par 

10 exemple la quantite suffisante pour recouvrir une a dix 
fois la surface si le processus est statique et une 
quantity 6ventuellement plus iroportante si la 
concentration est dynamique par circulation contrdlee de 
liquide sur la surface reactive ; 

15 - utilisations des particules coupl§es a un 

ligand biologique appropri6 dans un protocole rfeactionnel 
d •agglutination ; la taille des particules peut §tre 
suivie directement dans le milieu ou apres attraction 
magnet ique ; 

20 - utilisation des particules pour vectoriser des 

reactifs dans un dispositif de type capillaire, un jeu 
d f electroaimants permettant le deplacement des 
particules ; 

- utilisation des particules pour creer des 
25 voies pr£f 6rentielles et/ou obstruer des canaux de 

distribution de liquide ; 

- utilisation des particules pour transporter 
jusqu'a leurs cibles des substances therapeutiques : 

le principe actif est adsorbe ou transitoirement 
30 couple par covalence sur la surface de la particule, un 
champ magn€tique approprie est applique pour entrainer le 
deplacement de l 1 ensemble particule-substance 

th^rapeutique . 

Un autre objet de 1' invention est un proc§d€ pour 
35 isoler, dans un fechantillon liquide, au moins une molecule 
biologique, selon lequel : 
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on dispose de particules selon 1* invention, 

- on met en contact ledit 6chantillon avec 
lesdites particules, par incubation, 

on applique un champ magnet ique au melange 

5 obtenu , 

- on s6pare les particules de 1 ' echantillon. 
Bien entendu, la separation des particules qui 

fait l'objet de ce dernier procede est diff§rente de la 
separation des molecules biologiques comprise dans la 

10 notion d 1 isolement. II s'agit dans le premier cas de 
s&parer de 1 1 echantillon liquide, les particules sur 
lesquelles est fixee la ou les molecules biologiques, par 
action d'un champ magnetique. 

Enfin un dernier objet de 1 • invention est un 

15 reactif pour 1 1 isolement de molecules biologiques 
comprenant une dispersion en milieu aqueux de particules 
telles que definies precedemment . 

Avant de decrire plus en details la presente 
invention, certains termes employes dans la description 

20 sont definis. 

Par particules superparamagnetiques, on entend des 
particules contenant des particules d'un mater iau 
magnfet ique, garantissant , apres suppression du champ 
magn6tique, 1" absence de toute aimantation r6manente. 

25 Par particules monodisperses, on comprend des 

particules ayant sensiblement la meme taille, et plus 
precisfement dont la taille varie de 5 % au plus par 
rapport & une taille moyenne donnee et choisie. 

L 1 expression "isoler une molecule biologique" 

30 selon 1' invention, comprend la separation, la detection, 
d'une molecule biologique, 1 1 enrichissement d'une fraction 
en une molecule biologique, selon une methode d 1 isolement 
specif ique ou aspecifique, de maniere qualitative et/ou 
quantitative, de maniere directe ou indirecte par exemple 

35 par l'interm6diaire d'un ligand fixe sur les particules. 
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EXEMPLE 1 : PREPARATION DU PREMIER ET DU SECOND 
POLYMERES 

1) premier et le second pol vmferes sq^ 

diff6rents, le pre mier est un polvstvrdne, le second est 
5 le PNIPA^ 

Les preparations detainees ci-apr£s ont utilis6es 
la polymerisation radicalaire en milieu h6terog&ne, h 
partir des r6actifs de depart suivants : 

- pour le premier polymere : le monomere est le 
10 styrfene (St) (Janssen) , 

- pour le second polymere : 

le monomere (1) est le N-isopropylacrylamide 
(NIPAM) (Kodak) , 

l 1 agent de reticulation est le N-N methylene 
15 bisacrylamide (MBA) (Aldrich) , 

le monomere (3) fonctionnel est le chlorure de 2- 
aminoethyl methacrylate (AEM) (Kodak) , 

1 ' amorceur de polymerisation est le chlorure de 
2,2 l -azobis amidino propane (V50) (Wako) , et du NaCl a ete 
20 utilise pour ajuster la force ionique. 

1*1) Polymerisation en reacteur f erme (batch) 
Tous les monomeres precites sont introduits dans 
le reacteur avant le debut de la reaction de 

25 polymerisation avec les autres reactifs et sans ajout 
ulterieur, Cette methode s'avere tr£s efficace pour la 
copolymerisation d'un melange de monomeres hydrophobes et 
hydrophiles, car le monomere hydrophobe (St) forme 
principalement le noyau et le monomere hydrophile (NIPAM) 

30 forme la couche recouvrant le noyau, si la polymerisation 
a lieu dans la phase aqueuse. 

La synthase est effectuee dans un reacteur de 250 
ml sous agitation constante a 200 tours/minutes et sous 
atmosphere inerte d'azote. L'eau utilisee, bouillie et 

3 5 degazee sous azote pendant deux heures, est introduite 
dans le reacteur thermostate a 70 °C et laissee sous un 
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16ger courant d 1 azote pendant 15 minutes, afin d'feliminer 
toutes traces d'oxygSne. Les monomSres (St, NIPAM) sont 
introduits et d£gaz6s pendant encore 15 minutes avant 
d 1 a j outer l'amorceur V50. 

5 

Formulation du melange rfeactionnel : 

Rfeactifs Masse 

Eau 2 00 ml 

St 18 g 

10 NIPAM 2,06 g 

V50 0,2053 g 

Caract6ristiques de la dispersion colloSdale 

obtenue: 

(a) diametre a 20°C 376 nm 

15 (b) diamfetre a 50°C 330 nm 

(c) diamStre par MET 3 26 nm 

(d) densite de charge 10 mmol/g 

(a) diametre mesure par diffusion dynamique de la lumiere a 20°C 

(b) diametre mesure par diffusion dynamique de Xa lumiere a 50°C 
20 (c) diametre mesure en microscopic elect ronique a transmission 

(d) densite de charge exprimee en mmole ( amine ) /g de polymere. 

1.2) Polymerisation sur semence 

Cette rofethode consiste a introduire le ou les 
25 monomSres (1) et/ou (3) dans un reacteur contenant la 
dispersion colloldale 1.1) deja constitute et parfaitement 
caract€risee , en presence du reticulant MBA • Le ou les 
monom&res (1) et/ou (3) peuvent etre additionnes sur la 
semence, en une seule 6tape ou en semicontinu. 
30 La reaction de polymerisation est faite dans un 

rtacteur de 100 ml , a une temperature de 70°C ; sous une 
agitation de 200 tours/minutes. La duree de la reaction de 
polymerisation est de 19 heures. 



35 
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Formulation du melange reactionnel identifi£ sous 
la r6f6rence (PS131/132) : 

R6apt4fs Masse (a) 

PolymSre selon 1.1 1,26 

5 NIPAM 0,77 

MBA 0,06 

AEM 0,06 

V50 0,018 
Caracteristiques du sol obtenu: 

10 (a) diam&tre a 20°C 610 nm 

(b) diamfetre a 50°C 4 50 nm 

(c) diamfetre par MET 3 05 nm 

(d) density de charge 19 mmol/g 

(a) diametre roesurS par diffusion dynamique de la lumiere a 20°C. 
15 <b) diametre mesure par diffusion dynamique de la lumiere a 50°c. 

(c) diametre mesure en Microscopie electronique . 

(d) densite de charge exprimee en mmole ( amine) /g de polymdre. 

2) Les premier et second polymSres sont 
20 identiaues et sont le PNIPAM 

Les r€actifs de depart sont ceux qui ont 6t§ 
choisis dans 1) pour le second polymdre. 



2.1) Polymerisation en batch fou procfedS en 
25 reacteur ferm6 ) 

Le monomdre (1) (NIPAM), le monomfere (3) 
fonctionnel (AEM) et l 1 agent de reticulation (MBA) sont 
introduits ensemble en une seule 6tape avant que la 
polymerisation ne soit amorcee par addition de l'amorceur 
30 (V50) . La dur§e de polymerisation est de 3 0 min. 



35 
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Formulation du polymere obtenu identifie sous la 
r6f6rence PNIPAM42 : 

Volume total d f eau 2 50ml 

bouillle et degaz€e 
5 NIPAM 48,51 mmoles 

NBA 3 mmoles 

A EM 0,48 mmoles 

V50 0 f 30 mmoles 

Temperature 7 0°C 

10 Les caract6ristiques du polymere obtenu apr&s 

polymerisation sont reportees dans le tableau suivant : 
diametre< a > DDL 20°C a 20°C 292 nm 

diamdtre< b > taille DDL a 40°C 164 nm 
diamdtre< c ) MET 129 nm 

15 concentration en AEM< d > 14 , 1 /imole/g 

de polymere 
LCST< e > 31,5°C 
CCC< f ) a 20°C 1,00 mole/1 

(a) diametre mesur6 par diffusion dynamique de la lumiere a 20°C 
20 (b) diametre mesure par diffusion dynamique de la lumiere a 40°C 

(c) diametre mesure en Microscopie electronique 

(d) densite de charge exprimee en mmole(amine primaire)/ g de polymere 

(e) temperature critique inferieure de solubilite (LCST) determinee 
par mesure de turbidite en fonction de la temperature 

25 (f) concentration critique de coagulation (CCC) a 20°C. 

2.2) Polymerisation en semi-continu 
Le monomSre (3) est introduit en deux etapes, a 3 
min et a 6 min respect ivement, dans le reacteur renfermant 

30 deja le monomdre (1), I'agent de reticulation (2) MBA et 
l'amorceur V50, en cours de polymerisation. Cet ajout peut 
etre effectue a une vitesse d' injection constante 
(polymerisation par ajout continu) ou bien suivant un 
ajout bien controle a des intervalles reguliers 

35 (polymerisation en semi-continu) . Le but de cette methode 
de polymerisation est d'augmenter 1 1 incorporation de 
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monom&re(s) (3) f onctionnel (s) sans augmenter le 
pourcentage de polymere hydrosoluble dans le milieu 
r&actionnel. 

5 Formulation du polymere obtenu identifi6 sous la 

r£f6rence PNIPAM4 5 : 

Volume total d'eau 250ml 
bouillie et degazee 

NIPAM 48,51 mmoles 

10 MBA 3 mmoles 

A EM 0,48 mmoles 

V50 0,30 mmoles 

Temperature 70 °C 

A j outs entre 3 et 6 min 

15 Les caracteristique du polymdre PNIPAM4 5 obtenu 

apres polymerisation sont reportees dans le tableau 
suivant : 

diam&tre< a > DDL 20°C a 20°C 823 nm 
diamfctre< b > taille DDL a 40°C 530 nm 
20 diaradtre< c > MET 327 nm 

concentration en AEM( d > 10,0 /xmole/g 

de polymfere 
LCST< e > 32°C 
CCC< f ) a 20°C 1,00 mole/1 

25 (a) diametre mesur6 par diffusion dynamique de la lumidre a 20°C 
(b) diametre mesur6 par diffusion dynamique de la lumiere a 40°C 
<c) diametre mesure en Microscopie 61ectronique 

<d) denslte de charge exprimee en mmole(amine primaire)/ g de polymere 
(e) temperature critique inferieure de solubilite (LOST) determined 
3 0 par mesure de turbidite en fonction de la temperature 

<f) concentration critique de coagulation (CCC) a 20°C. 



35 



2.3) Polymerisation sur semence 

Cette m^thode consiste a introduire le ou les 
monom6re(s) (1) et/ou (3) dans un milieu reactionnel 
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contenant un sol de polymfere prealablement prfepare selon 
2.1 et parf aitement caracteris£. 

Formulation du melange reactionnel : 
Un volume de 4 0 ml de sentence 2.1 a une 
5 concentration de 4,5 g pour 100 ml est utilise. Les 
rfeactifs ont 6t6 ajoutfes dilues dans un volume de 5 ml 
d'eau* Les pourcentages molaires de NIPAM, de MBA et de 
V50 ajout€s dans la deuxi&me 6tape sont identiques & ceux 
de la seraence selon 2.1. En revanche, la concentration en 
10 monomdre (3) fonctionnel est contrdlee (augment&e ou 
diminu&e suivant la density de charge voulue) ; dans le 
cas present 10% de A EM sont ajoutes par rapport au 
monomer e (1) NIPAM. 

Les caracteristiques du polymere identifi€ sous la 
15 r6f§rence PNIPAM94) qui a ete obtenu suivant le mode 
op£ratoire d6crit dans 2.1, sont reportees dans le tableau 
suivant : 

diamdtre< a > DDL 20°C a 20°C 504 nm 
diam&tre< b > taille DDL a 40°C 290 nm 

2 0 diamStre( c > MET 17 6 nm 

concentration en AEM< d > 22,4 /umole/g 

de polymdre 
LCST< e > 32°C 
CCC< f > a 20°C 1,10 mole/1 

25 (a) diamdtre mesur6 par diffusion dynamique de la lumiere a 20°C 

(b) diamdtre mesure par diffusion dynamique de la lumiere a 40°C 

(c) diamdtre mesure en Microscopie electronique 

(d) deneite de charge exprimde en mmole( amine primaire)/ g de polymere 

(e) temperature critique inferieure de solubilite (LOST) determinee 

3 0 par meeure de turbidite en fonction de la temperature 

(f) concentration critique de coagulation (CCC) a 20°C. 



WO 97/45202 



PCT/FR97/00912 



EXEMPLE 2 : SYNTHESE ET CARACTERISATION DES 
FERROFLUXDES IONIQUES DESTINES A ETRE INCORPORES DANS LA 
COUCHE DU SECOND POLYMERE 

Le mode op6ratoire a et£ §labor§ selon les 
5 r£sultats §nonc6s dans le brevet US-4 329 241, 

Les propri§t£s physiques des ferrofluides pr6par6s 
selon ce document sont rassembl£es dans le tableau 
recapitulatif suivant : 



Propri6t£s 


Valeurs 


Mfethodes 


diamdtres (nm) 


15 + 3 


FMA (microscopie a 
force atomique ) 


et 


7 + 1 


MET (microscopie 
electronique a transmission) 


dispersite 


9,5 ± 2 


aimantation (mesure 

de la magnetisation) 




11 ± 1 


RX (rayons X) 


epaisseur de 






la couche non 


0,1 


aimantation 


magnet igue (nm) 






aimantation 


422 kA/m 


aimantation 


specif igue 






density de 


1,5 


conduct im6t r i e 


charge (C/m 2 ) 






PH 


7-8 


pH-metrie 


conductivity 


1 mS 


conduct i'metrie 



La methode de synthese par precipitation des 
oxydes de fer permet, d'apres les resultats des 
30 diff^rentes m6thodes de caracterisation, d'obtenir un 
ferrofluide anionique, stable entre pH 6 et pH 8, d'une 
taille de 1 1 ordre d'une dizaine de nm et 
superparamagn&tigue. Les analyses ont ete effectuees pour 
differents ferrofluides, obtenus avec le meme mode 
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op€ratoire : les r6sultats obtenus sont reproductibles 
d»un ferrofluide a l 1 autre, 

Les particules de ferrofluide §tant chargfies 
n6gativement , il est done possible de realiser 
5 l 1 adsorption de ces particules sur un polymere de charge 
opposSe (chargfe positivement) via les interactions 
§lectrostat iques • 

EXEMPLE 3 : ADSORPTION DE LA CHARGE MAGNETIQUE SUR 
10 LA COUCHE DE SECOND POLYMERE 

Le second polymdre et la charge magn6tigue 
(Exemple 2) ont des charges de signe oppose, ce qui 
favorise une forte adsorption, principalement par 
interactions Slectrostat iques, de la charge magnetique sur 

15 le polymere • La charge magnetique est placee en exc&s par 
rapport d la concentration de polymdre (Exemple 1) , et 
l 1 adsorption est realisee dans des conditions telles que 
le taux de recouvrement de la surface du second polymdre 
est super ieur & 30 %. Dans un flacon de 2 00 ml, 6,4 ml du 

20 sol de polyro&re obtenu a 1' Exemple 1 (1.2; concentration = 
94,5 g/1) sont progress ivement ajoutes a 29 ml de 
ferrofluide obtenu S l'Exemple 2 (concentration = 23 g/1). 
Apres adsorption de la ferrite pendant 15 minutes, l'exc^s 
de ferrofluide est 61imine en pla9ant le flacon sur un 

25 aimant afin de separer les particules de polymfere 
recouyertes de ferrite. Le surnageant est §limine, dose et 
remplacfe par un m§me volume d'eau bouillie et d£gazee. Le 
flacon renfermant le polymere recouvert de ferrite est a 
nouveau place sur 1' aimant afin de verifier qu'il ne reste 

30 plus de ferrite en solution (surnageant limpide) . 

Le tableau presente ci-dessus presente la quantity 
de ferrite adsorbee sur les particules de latex chevelu de 
1 'exemple 1.1 : 

35 
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Code Quantite adsorbee % massique adsorb^ 

en g/g de latex 

ENC10 6,63 45 

ENC11 6,67 46 

5 ENC13 4,70 40 

ENC12 5,3 0 37 

ENC16 5,00 40 



EXEMPLE 4: ENCAPSULATION DES PARTICULES 
10 Le proc£d£ d 1 encapsulation de la charge magnetique 

apr&s l'£tape d' adsorption consiste a polymSriser en 
milieu aqueux un ou plusieurs monomeres avec un agent de 
reticulation copolymer isable, en presence d'une suspension 
de polymfere magnetique satur6e (Exexnple 3) . Les monomeres 
15 choisis peuvent etre f onctionnels, et dans ce cas, 
presenter ainsi un interet pour le greffage ou 
1' adsorption des molecules biologiques. Cette methode 
permet d'obtenir un polymfere magnetique dont 1 1 interface 
peut facilement etre modifiee suivant les utilisations : 
20 une surface hydrophobe pour 1' adsorption de proteine ou 
hydrophile f onctionnelle pour un greffage chimique, par 
exexnple. 

Le procede d 1 encapsulation decrit dans cet exemple 
repose sur 1 •utilisation d'un amorceur et d'un melange de 

25 monomeres et d' agent de reticulation. 40 ml de polymere 
recouvert de ferrite (Exemple 3) sont introduits dans un 
reacteur thermostate a 70 °C. Les monomeres sont ensuite 
introduits dans un volume de 4 ml d'eau bouillie et 
degazee. Le temps de polymerisation est de trois heures a 

30 compter de 1 1 introduction de 1' amorceur. Les monomeres 
utilises sont indiques dans les tableaux suivants: 



35 
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4.1) 

Rfeactifs Quantises 

NIPAM 0,15 g 

MBA 0,0075 g 

5 Persulfate de potassium (KPS) 0,0056 g 

Les particules magnet iques obtenues ont pour references: 

ENC10, ENC11 et ENC13 . 

4.2) 

10 Rfeactjfs QuantitSs 

NIPAM 0,15 g 

MBA 0,015 g 

Persulfate de potassium (KPS) 0,0056 g 
Les particules magnetiques obtenues ont pour references: 

15 ENC12 et ENC16 • 

Ces particules ont &t£ caract6ris6es. Ces 
rfesultats sont pr^sentes dans les tableaux suivants : 

20 a) DiamStre des particules magn£tiques obtenues 

code D< a > nm Dn< b > nm Dw< b > nm IP< C > 

ENC10 500 380 388 1,02 

ENC11 810 385 388 1,006 

ENC13 1500 352 363 1,030 

25 ENC12 750 366 369 1,007 

ENC16 1000 ND ND ND 

(a) diametre mesure par diffusion dynamique de la lumiere 

(b) diametre mesure par microscopie electronique a transmission 

(c) indice de polydispersite 
30 ND non determine 

b) Pourcentage massique de ferrite encapsul£e dans 
le polym£re et le temps de separation 
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10 



15 



20 



ENC10 
ENC11 
ENC13 
ENC12 
ENC16 



% masse ferrite 
aimantation 

35 

23 

38 

16 

40 



tps de separation 
min(*) 
<20 
<20 
<20 
<30 
<5 



code % masse ferrite % masse ferrite 

complexometrie 
43 
40 
36 
23 
45 

<*) le temps de separation est determine en utilisant un aimant GEN- 
PROBE f Magnetic separation unit catalog#1639 , San Diego. 

Les colloides obtenus sont stables, monodisperses 
et prfesentent un temps de separation sous 1' action d'un 
champ magnet ique inferieur a 30 min, et plus 
particulidrement inferieur a 5 min (ENC16) • Les tailles 
obtenues sont reproductibles d'une synthase a 1' autre, 
sont comprises entre 0,1 et 10 jjm et la distribution en 
taille au sein d'une m§me preparation est tr6s §troite 
(IP<1,03). La quantite de ferrite encapsulee est comprise 
entre 40 et 45 %. L • encapsulation ne provoque pas de 
d€sorption des particules magn6tiques car il a 6te vferifie 
que la difference entre le pourcentage massique adsorbe et 
le pourcentage massique apres encapsulation est trds 
f aible. 
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REVENDICATIONS 

1. Particules superparamagn^t iques , mono- 

disperses, ayant une taille pred6termin§e comprise entre 
5 0,1 et 10 /Am, comprenant : 

un noyau a base d'un premier polym&re, 
une couche interne dite couche magnfetique, 
recouvrant le noyau, & base d'un second polymdre et dans 
laquelle est distribue un mater iau magnfetique, et 
10 - une couche externe, dite couche 

d 1 encapsulation, eventuellement f onctionnalis£e, 

recouvrant la couche magnet ique, a base d'un troisi&me 
polymere et susceptible d'interagir avec au moins une 
molecule biologique, 
15 caract6ris6es en ce que au moins le second 

polymSre est thermosensible et presente une temperature 
critique inferieure de solubilite (LCST) pr§d6termin§e 
comprise entre 15 et 65 °C et de preference entre 25 et 
50°C. 

20 2. Particules selon la revendication 1, 

caracterisees en ce que le second polymere est obtenu par 
polymerisation de (1) un monomSre hydrosoluble, 
d'acrylamide ou d'un derive d 1 acrylamide, (2) au moins un 
agent de reticulation et (3) au moins un monomSre 

25 fonctionnel, cationique et hydrosoluble, different du 
monomere (1) . 

3. Particules selon la revendication 2, 
caractirisees en ce que le second polymere est le PNIPAM 
obtenu par polymerisation de (1) N-isopropylacrylamide, 

30 (2) de N,N-methylene bisacry lamide et (3) chlorure de 2- 
aminoethyl-methacrylate. 

4. Particules selon la revendication 2 ou 3 , 
caracterisees en ce que le premier polymere est identique 
au second polymere. 

35 s # Particules selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 4, caracterisees en ce que le premier 
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polyra&re est different du second polymere et est un 
polym&re a caractere hydrophobe, tel qu'un polystyrene ou 
un polymethacrylate de methyle. 

6. Particules selon l'une quelcongue des 

5 revendications 1 a 5 / caracterisees en ce que le troisi&me 
polymere est un polymere compatible avec le second 
polymere et est choisi parmi les polymeres hydrophiles, en 
particulier les derives acrylamides et de preference le 
PNIPAM. 

10 7, Particules selon la revendication 6, 

caracterisees en ce que le troisieme polymere est 
f onctionnalise et porte un groupe fonctionnel choisi parmi 
les fonctions carboxylique, aldehydique, thiol et amine* 

8. Particules selon l'une quelconque des 
15 revendications precedentes, caracterisees en ce qu'elles 

sont de forme essentiellement spherique. 

9. Procede d' obtention de particules telles 
que definies selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que : 

20 - selon une etape (a) dite 6tape d* obtention du 

premier polymere, on obtient par polymerisation du ou des 
monomeres appropries, le premier polymere, 

- selon une etape (b) dite etape d 1 obtention du 
second polymere, on obtient un sol du second polymere, par 

25 polymerisation en phase aqueuse de (1) un monomere 
hydrosoluble, d f acrylamide ou d'un derive d • acrylamide, 
(2) au moins un agent de reticulation et (3) au rooins un 
monomfere fonctionnel, cationique et hydrosoluble, 
different du monomere (1) , 

30 - selon une etape (c) dite d • adsorption du 

materiau magnet ique, on met en contact le materiau 
magnetique avec les premier et second polymeres, a une 
temperature infferieure a la LCST du second polymere, 

selon une etape (d) dite d' obtention de la 

35 couche magnetique, on porte le melange reactionnel obtenu 
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selon (c) & une temperature superieure a la LCST du second 
polymere, 

- selon une etape (e) dite d' encapsulation, on 
met en contact, en phase aqueuse, le melange obtenu selon 
5 (d) avec le ou les monomeres appropries pour l'obtention 
par polymerisation du troisifeme polymere. 

10. Proced§ selon la revendication 9, 
caracterise en ce qu'on effectue simultanfement les etapes 

(a) et (b) . 

10 11. Proced6 selon la revendication 10, 

caracterise en ce le premier polymere est identique au 
second polymere. 

12. Procede selon la revendication 9 ou 10, 
caracterise en ce que le premier polymere est different du 

15 second polymere et est un polymere a caractere hydrophobe, 
tel qu'un polystyrene ou un polymethacrylate de methyle. 

13. Precede selon l'une quelconque des 
revendications 9 & 12, caracterise en ce que pour 1 • etape 

(b) et eventuellement 1' etape (a), le monomdre (1) est 
20 choisi parmi les N-alkylacrylamides et les N,N- 

dialkylacrylamides . 

14. Procede selon la revendication 13, 
caracterise en ce que le monomere (1) est choisi parmi le 
N-isopropylacrylamide, le N-ethylmethacry lamide, N-n- 

25 propylacrylamide, le N-n-propylmethacrylamide, N- 

isopropylmethacry lamide , le N-cyclopropy lacry lamide , le 
N , N-di6thy lacry lamide , le N-methyl-N-isopropy lacry lamide, 
le N-methyl-N-n-propy lacry lamide, le monomere (1) etant de 
preference le N-isopropylacrylamide (NIPAM) . 

30 15. Proc6d6 selon l'une quelconque des 

revendications 9 a 14, caracterise en ce que pour 1 1 etape 
(b) et eventuellement 1 1 etape (a), le ou les monomeres 
fonctionnels (3) sont choisis parmi les derives acryliques 
et methacryliques, le chlorure de 2-aminoethyl- 

35 m6thacrylate (AEM) , les derives de N-vinyl-pyridine, les 
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derives de trialkylammonium et les d6riv6s de chlorure 
d 1 isothiouronium. 

16, Procede selon les revendications 9 ou 10 
et 11, caract6ris§ en ce que pour l'etape (b) et 

5 6ventuellement l'6tape (a), I'agent de reticulation (2) 
est hydrosoluble et est choisi parmi le N,N-ra6thyiene 
bisacrylamide (MBA) , l 1 ethylene glycol dimethacrylate. 

17, Procede selon l'une quelcongue des 
revendications 9 a 16, caract€rise en ce que le troisieme 

10 polymdre est choisi parmi les polymeres hydrophiles, en 
particulier les derives acrylamides et de preference le 
PNIPAM. 

18, Utilisation de particules telles que 
definies selon l'une quelconque des revendications 1 a 8, 

15 pour isoler au inoins une molecule biologique, notamment 
choisie parmi les proteines, les anticorps, les fragments 
d' anticorps, les antigenes, les polypeptides, les enzymes, 
les haptfenes, les acides nucleiques et les fragments 
d'acides nucieiques. 

20 19, Utilisation selon la revendication 18, 

selon laquelle on fixe sur les particules, par adsorption 
ou par liaison covalente, directement ou indirectement , la 
ou les molecules biologiques. 

20. Procede pour isoler, dans un echantillon 
25 liquide, au moins une molecule biologique, selon lequel : 

on dispose de particules selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 8, 

- on met en contact ledit echantillon avec 
lesdites particules, par incubation, 

30 - on applique un champ magnetique au melange 

obtenu , 

- on separe les particules de 1 • echantillon. 

21. Reactif pour 1 1 isolement de molecules 
biologiques, caracterise en ce qu'il comprend une 

35 dispersion en milieu aqueux de particules telles que 
definies selon l'une quelconque des revendications 1 a 8. 
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